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(57) Abstract: The invention relates to 
a laser scanning microscope comprising 
an illumination beam path for illuminating 
a sample and a detection beam path for 
detecting the sample light, a dispersive 
element (P) being provided in the detection 
beam path, for splitting the sample light 
according to the wavelength, and different 
wavelength ranges being detected by means 
of at least first and second detectors. At 
least one wavelength range of the split 
sample light is deflected in the direction 
of the detection by means of a displaceable 
reflecting element (SP). First and second 
optical wave guides (LF2, LF3) are provided 
for transmitting the sample light to the 
first and second detectors. The dispersive 
element (P) for forming a pre-adjusted beam 
path is arranged with the reflecting element 
in a housing (G) to which the optical wave 
guides (LF1, LF2, LF3) are coupled. 
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(57) Zusammenfassung: La- 

ser-Scanning-Mikroskop mit einem 
Beleuchtungsstrahlengang zur Beleuchtung 
einer Probe und einem Detektionsstrahlen- 
gang zur Detektion des Probenlichtes, wobei 
im Detektionsstrahlengang ein dispersives 
Element (P) zur wellenlangenabhangigen 
Aufspaltung des Probenlichtes vorgesehen 
ist und uber mindestens erste und zweite 
Detektoren unterschiedliche Wellenlangen- 
bereiche detektiert werden, wobei mindestens ein Wellenlangenbereich des aufgespaltenen Probenlichtes uber ein verstellbares 
reflektierendes Element 

[Fortsetzung auf der ndchsten Seite] 
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(SP) in Richtung der Detektion umgelenkt wird, und erste und zweite Lichtleitfasern (LF2, LF3) zur Ubertragung des Probenlichts zu 
den ersten und zweiten Detektoren vorgesehen sind und das dispersive Element (P) zur Bildung eines vorjustierten Strahlenganges 
mit dem reflektierenden Element in einem Gehause (G) angeordnet ist, an das die Lichtleitfasern (LF1, LF2, LF3) angekoppelt sind. 
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Titel: Laser-Scanning-Mikroskop 
Stand der Technik 

In einem Laser-Scanning-Systern werden Laser unterschiedlicher Leistungsklassen 
verwendet. Weiterhin ist ein Laser-Scanning-System durch eine grosse Anzahl von 
variablen Modulen gekennzeichnet, die als Detektor oder zur Beleuchtung dienen. 
In Fig. 1 ist schematisch ein Strahlengang eines Laser-Scanning-Mikroskopes 
dargestellt. 

Ein LSM gliedert sich im wesentlichen wie in Fig. 1 dargestellt in 4 Module: 
Lichtquelle, Scanmodul, Detektionseinheit und Mikroskop. Diese Module werden im 
folgenden naher beschrieben. Es wird zusatzlich auf DE19702753A1 verwiesen. 
Zur spezifischen Anregung der verschiedenen Farbstoffe in einem Praparat werden 
in einem LSM Laser mit verschiedenen Wellenlangen eingesetzt. Die Wahl der 
Anregungswellenlange richtet sich nach den Absorptionseigenschaften der zu 
untersuchenden Farbstoffe. Der Anregungsstrahlung wird im Lichtquellenmodul 
erzeugt. Zum Einsatz kommen hierbei verschiedene Laser (Argon, Argon Krypton, 
TiSa-Laser). Weiterhin erfolgt im Lichtquellenmodul die Selektion der Wellenlangen 
und die Einstellung der Intensitat der benotigten Anregungswellenlange, z.B. durch 
den Einsatz eines akusto -optischen Kristalls. AnschliefJend gelangt die 
Laserstrahlung uber eine Faser oder eine geeignete Spiegelanordnung in das 
Scanmodul. 

Die in der Lichtquelle erzeugte Laserstrahlung wird mit Hilfe des Objektivs 
beugungsbegrenzt uber die Scanner, die Scanoptik und die Tubuslinse in das 
Praparat fokussiert. Der Fokus rastert punktformig die Probe in x-y-Richtung ab. Die 
Pixelverweilzeiten beim Scannen uber die Probe liegen meist im Bereich von weniger 
als einer Mikrosekunde bis zu einigen 100 Mikrosekunden. 

Bei einer konfokalen Detektion (descanned Detection) des Fluoreszenzlichtes, 
gelangt das Licht das aus der Fokusebene (Specimen) und aus den daruber- und 
darunterliegenden Ebenen emittiert wird, uber die Scanner auf einen dichroitischen 
Strahlteiler (MD). Dieser trennt das Fluoreszenzlicht vom Anregungslicht. 
Anschliedend wird das Fluoreszenzlicht auf eine Blende (konfokale Blende / Pinhole) 
fokussiert, die sich genau in einer zur Fokusebene konjugierten Ebene befindet. 
Dadurch werden Fluoreszenzlichtanteile aufierhalb des Fokus unterdruckt. Durch 
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Variieren der Blendengrofte kann die optische Auflosung des Mikroskops eingestellt 
werden. Hinter der Blende befindet sich ein weiterer dichroitischer Blockfilter (EF) der 
nochmals die Anregungsstrahlung unterdruckt. Nach Passieren des Blockfilters wird 
das Fluoreszenzlicht mittels eines Punktdetektors (PMT) gemessen. 
Bei Verwendung einer Mehrphotonen-Absorption erfolgt die Anregung der 
Farbstofffluoreszenz in einem kleinen Volumen an dem die Anregungsintensitat 
besonders hoch ist. Dieser Bereich ist nur unwesentlich grofter als der detektierte 
Bereich bei Verwendung einer konfokalen Anordnung. Der Einsatz einer konfokalen 
Blende kann somit entfallen und die Detektion kann direkt nach dem Objektiv 
erfolgen (non descannte Detekiion). 

In einer weiteren Anordnung zur Detektion einer durch Mehrphotonenabsorption 
angeregten Farbstofffluoreszenz erfolgt weiterhin eine descannte Detektion, jedoch 
wird diesmal die Pupille des Objektives in die Detektionseinheit abgebildet 
(nichtkonfokal descannte Detektion). 

Von einem dreidimensional ausgeleuchteten Bild wird durch beide 
Detektionsanordnungen in Verbindung mit der entsprechenden Einphotonen bzw. 
Mehrphotonen-Absorption nur die Ebene (optischer Schnitt) wiedergegeben, die sich 
in der Fokusebene des Objektivs befindet. Durch die Aufzeichnung mehrerer 
optische Schnitte in der x-y Ebene in verschiedenen Tiefen z der Probe kann 
anschliefiend rechnergestutzt ein dreidimensionales Bild der Probe generiert werden. 
Das LSM ist somit zur Untersuchung von dicken Praparaten geeignet. Die 
Anregungswellenlangen werden durch den verwendeten Farbstoff mit seinen 
spezifischen Absorptionseigenschaften bestimmt. Auf die Emissionseigenschaften 
des Farbstoffes abgestimmte dichroitische Filter stellen sicher, dass nur das vom 
jeweiligen Farbstoff ausgesendete Fluoreszenzlicht vom Punktdetektor gemessen 
wird. 

In biomedizinischen Applikationen werden zur Zeit mehrere verschiedene 
Zellregionen mit verschiedenen Farbstoffe gleichzeitig markiert (Multifluoreszenz). 
Die einzelnen Farbstoffe konnen mit den Stand der Technik entweder aufgrund 
verschiedener Absorptionseigenschaften oder Emissionseigenschaften (Spektren) 
getrennt nachgewiesen werden. Dazu erfolgt eine zusatzliche Aufspaltung des 
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Fluoreszenzlichts von mehreren Farbstoffen mit den Nebenstrahlteilern (DBS) und 
eine getrennte Detektion der einzelnen Farbstoffemissionen in getrennten 
Punktdetektoren (PMT x). 

Das LSM LIVE der Carl Zeiss Micolmaging GmbH realisiert einen sehr schnellen 
Linienscanner mit einer Bilderzeugung urn 120 Bildern pro Sekunde 
( http://www.zeiss.de/c12567be00459794/Contents- 
Frame/fd9fa0090eee01 a641 256a550036267b l 

In DE19702753A1 wird beschrieben, dass, beispielsweise hinter einem Pinhole in 
der Detektion, eine Lichtleitfaser zur Ubertragung eines Teils der Detektionsstrahlung 
zu einem weiteren Detektor erfolgen kann. 

Es sind unterschiedliche Losungen bekannt, das Detektionslicht spektral 
aufzufachern und einzelne SpektralkoOmponenten zu detektieren. (DE 199 02 

625A1, DE 10033180A1) 

Erfindung: 

In Fig. 2 ist die Erfindung schematisch dargestellt. 

In einem Gehause sind, vorteilhaft fest zueinander justiert, ein Kollimator KOI zur 
Kollimierung von Licht aus einer Lichtleitfaser LF1 in Richtung eines Prismas P 
sowie Linsen L1 , L2 zur Abbildung des durch das Prisma spektral aufgespaltenen 
Lichtes auf Eingange von Lichtleitfasern LF2, LF3 vorgesehen. Zumindest in einem 
Teil des von P kommenden spektral aufgespaltenen Lichtes ist ein verschiebbarer 
Spiegel SP angeordnet, der mehr oder weniger und verschieblich in die 
Spektralverteilung hineinragt und einen wahlbaren Teil des Detektionslichtes in 
Richtung LF2 reflektiert. 

LF2 und LF3 konnen hierbei in Richtung von externen Detektoren gerichtet sein. 
Durch die kompakte Anordnung im Gehause G und die mogliche flexible An- und 
Auskopplung von Licht an den vorjustierten Lichtleitern LF1, LF2, LF3 kann die 
eingehenden Strahlung sowie die Wahl externer Detektoren an LF2, LF3 sehr flexibel 
und aufierdem schnell und quasi justierfrei erfolgen. 
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lm Rahmen der Erfindung kann beispielsweise an der Stelle der Lichtleitfaser LF1 
auch eine Direktkopplung eines Teils des Detektionslichtes erfolgen, was vorteilhaft 
an der Kompaktheit und Flexibilitat der Erfindung nichts andert. 

Die Erfindung besteht im Wesentlichen aus einem mit Lichtleitern (z.B. Glasfasern) 
angekoppelten Modul zum Aufteilen der Wellenlangen. 

Grundsatzlich konnten auch samtliche Detektoren mit Glasfasern an das Scanmodul 
gekoppelt sein. Im eigentlichen Scanmodul des LSM wird das Licht also, nachdem es 
das konfokale Pinhole passiert hat, in einer Glasfaser gesammelt. 
Erfindungsgemass wird das vorteilhaft aus einem Lichtleiter kommende Licht in 
einen parallelen Strahlengang kollimiert, dieser spektral aufgespalten (mittels Prisma 
Oder Gitter), und dann uber einen beweglichen Spiegel einen Teil des Lichtes in 
einen Ausgangsiichtleiter abgebildet, wahrend der andere Teil des Lichtes direkt in 
einen zweiten Ausgangsiichtleiter abgebildet wird. 

An diese Lichtleiter konnen dann uber weitere Lichtleiter verschiedenste weitere 
Komponenten, insbesondere Detektoren, angeschlossen werden. Zudem kann auch 
zur Kaskadierung mindestens ein genau gleiches Modul noch einmal angeschlossen 
werden, urn auf diese Weise eine Aufteilung in drei Bereiche zu ermoglichen. 
Uber eine zentrale Ansteuereinheit erfolgt die Ansteuerung der beweglichen Spiegel, 
die vorteilhaft motorisch betrieben werden. 

Statt Linsen konnen auch andere Elemente zur Kollimation verwendet werden, 
beispielsweise Hohlspiegel. 

Es ist sowohl vorteilhaft moglich, die Faser uber einen Stecker am Gehause an eine 
(justierte) Buchse zu stecken. Es kann aber die Faser auch fest (mit einem Ende im 
Inneren) mit dem Gehause verbunden sein, so dass ein Ende der Faser am 
Gehause baumelt und an einen Detektor angeschlossen werden kann. 

Abb. 3 zeigt wiederum die Erfindung, im oberen Teil in Draufsicht ( LF3 verdeckt) 
und unten ( schematisch) in Seitenansicht , in Pfeilrichtung in der Draufsicht. Die 
Faltung des optischen Strahlenganges durch die Reflexion am Gitter wurde hier 
jedoch ignoriert, urn das ganze ubersichtlich darstellen zu konnen. 
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Hier erfolgt die spektrale Aufspaltung des Lichtes der Eingangsfaser LF1 durch ein 
Gitter mit einer Zwischenabbildung durch Linse L1 der raumlich getrennten 
spektralen Anteile in eine Zwischenbildebene ZB. 

Durch den verschiebbaren Spiegel SP wird ein Teil der Spektralanteile uber L1 und 
dasselbe Gitter in Richtung einer Ausgangsfaser L3 refiektiert wahrend der nicht 
reflektierte Anteil, durch ein zweites Gitter G und eine weitere Linse L2 spektarl 
wieder vereinigt, auf eine Ausgangsfaser LF2 gelangt. 
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Patentanspruche 
1. 

Laser- Scanning-Mikroskop mit einem Beleuchtungsstrahlengang zur Beleuchtung 
einer Probe und einem Detektionsstrahlengang zur Detektion des Probenlichtes, 
wobei im Detektionsstrahlengang ein dispersives Element zur 
wellenlangenabhangigen Aufspaltung des Probenlichtes vorgesehen ist und 
uber mindestens erste und zweite Detektoren unterschiedliche 
Wellenlangenbereiche detektiert werden, 

wobei mindestens ein Wellenlangenbereich des aufgespaltenen Probenlichtes uber 
ein verstellbares reflektierendes Element in Richtung der Detektion umgelenkt wird, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

erste und zweite Lichtleitfasern zur Ubertragung des Probenlichts zu den ersten und 
zweiten Detektoren vorgesehen sind und das dispersive Element zur Bildung eines 
vorjustierten Strahlenganges mit dem reflektierenden Element in einem Gehause 
angeordnet ist, an das die Lichtleitfasern angekoppelt sind. 

Z 

Laser-Scanning-Mikroskop nach Anspruch 1 , 

wobei zur Zufuhrung des Probenlichtes in Richtung des dispersiven Elementes eine 

dritte Lichtleitfaser vorgesehen ist 

3. 

Laser-Scanning-Mikroskop nach Anspruch 1 oder 2, 

wobei im Gehause Anschlussstecker fur den Anschluss der Lichtleitfasern 

vorgesehen sind 

4. 

Laser-Scanning-Mikroskop nach A einem der Anspruche 1-3, 
wobei das dispersive Element ein Prisma oder Gitter ist 
5. 

Laser-Scanning-Mikroskop nach A einem der Anspruche 1-4 

wobei zur Kaskadierung mindestens der ersten und/ oder zweiten Lichtleitfaser ein 

weiteres Gehause mit den Elementen nach Anspruch 1 nachgeordnet ist. 
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6. 

Modul zur wellenlangenabhangigen Aufspaltung des Probenlichtes fur ein Laser- 
Scanning- Mikroskop, 
wobei in einem Gehause angeordnet 

ein dispersives Element zur wellenlangenabhangigen Aufspaltung des Probenlichtes 
und ein verstellbares reflektierendes Element zur Umlenkung mindestens eines 
Wellenlangenbereiches des aufgespaltenen Probenlichtes vorgesehen sind und 
am Gehause Lichtleitfasern angeordnet sind, die unterschiedliche 
Wellenlangenbereiche zu unterschiedlichen Detektoren ubertragen. 
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Wahrend der Internationalen Recherche konsultterte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* 



Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



DE 10 2004 049770 Al (LEICA MICROSYSTEMS 
CMS GMBH [DE]) 13. April 2006 (2006-04-13) 
Abblldung 2 

Absatz [0028] - Absatz [0029] 



JP 2002 221663 A (NIPPON KOGAKU KK) 
9. August 2002 (2002-08-09) 
Zusammenfassung 



DE 199 02 625 Al (LEICA MICROSYSTEMS [DE]) 

30. September 1999 (1999-09-30) 

in der Anmeldung erwahnt 

Zusammenfassung; Abbildungen 

Spalte 4, Zeile 14 - Spalte 5, Zeile 2 

-/-- 



Betr. Anspruch Nr. 



1-6 



1-6 



1-6 



| X | Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu entnehmen |X | Siehe Anhang Patentfamilie 



* Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen : 

■A' Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das Jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden Ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das VerOffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einern anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

f O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Aussteliung oder andere MafBnahmen bezieht 
■P" Veroffentlichung, die var dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Pioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



"T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
AnmeJdung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzlps oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

'X* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischerTatigkeit beruhend betrachtet werden 

*Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischerTatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



12. Oktober 2007 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherche nbehorde 

Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340^2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



23/10/2007 



Bevollmachtigter Bediensleter 



Windecker, Robert 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (April 2005) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP2007/006547 



C. (Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* 



Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderllch unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 03/090613 A (OPTISCAN PTY LTD [AU]; 

HARRIS MARTIN [AU]) 

6. November 2003 (2003-11-06) 

Abbildungen 2,4A,4C,4D,4E,4F 

Seite 8, Zeile 23 - Selte 10, Zeile 1 

Seite 11, Zeile 6 - Seite 16, Zeile 25 

DE 197 02 753 Al (ZEISS CARL JENA GMBH 
[DE]) 30. Juli 1998 (1998-07-30) 
in der Anmeldung erwahnt 
Abbildungen 1,6 

Spalte 1, Zeile 40 - Spalte 2, Zeile 28 
Spalte 4, Zeile 36 - Zeile 46 



1-6 



1-6 



US 2006/017920 Al (TSUCHIYA ATSUHIR0 [JP] 
ET AL) 26. Januar 2006 (2006-01-26) 
Abbildungen 



1-6 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 2) (April 2005) 



INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Veroffentlichungen, die zur sefben Paten tfamifie gehoren 



lm Recherchenbericht 
angefuhrtes Patentdokument 



Datum der 
Veroffentlichung 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP2007/006547 



Mitglled(er) der 
Patentfamilie 



Datum der 
VerSffentlichung 



DE 102004049770 Al 



13-04-2006 KEINE 



JP 2002221663 A 



DE 19902625 



Al 



WO 03090613 A 



DE 19702753 Al 



09-08-2002 KEINE 



30-09-1999 



WO 
EP 
JP 
US 



9939231 Al 
1053497 Al 
2002502044 T 
6614526 Bl 



06-11-2003 US 2005174425 Al 



30-07-1998 



DE 
DE 
DE 
DE 



19758744 C2 

19758745 C2 

19758746 C2 
19758748 C2 



05-08-1999 
22-11-2000 
22-01-2002 
02-09-2003 



11-08-2005 



07-08-2003 
14-08-2003 
31-07-2003 
31-07-2003 



US 2006017920 Al 



26-01-2006 JP 2006039132 A 



09-02-2006 



Formblatt PCT/iSA/210 (Anhang Patentfamilie) (April 2005) 



